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研究成果の概要（和文）：ERp44欠損マウスは、血圧を上げる作用をもつアンジオテンシンIIの濃度が低下して低血圧
を示した。また、アンジオテンシンIIを分解するアミノペプチダーゼの1つERAP1が、小胞体内腔でERp44とジスルフィ
ド結合し、ERp44欠損でERAP1が細胞外に多量に分泌され、その結果、アンジオテンシンIIを分解して低血圧を起こすこ
とを明らかにした。また、敗血症のモデル実験では、ERp44とERAP1との相互結合が増加し、血圧低下を抑制した。以上
の結果から、小胞体内腔に存在するERp44がERAP1の細胞の内外における局在を調節することでアンジオテンシン濃度を
制御し、血圧を調節すると結論した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that ERp44, a factor involved in disulfide bond formation 
in the endoplasmic reticulum (ER), regulates angiotensin II. In mice, genetic loss of ERp44 destabilizes 
angiotensin II and causes hypotension. We found that ERp44 forms a mixed disulfide bond with ERAP1, an 
aminopeptidase that cleaves angiotensin II. ERp44 controls release of ERAP1 in a redox-dependent manner 
to control blood pressure. Additionally, we found that systemic inflammation triggers ERAP1 retention in 
the ER to inhibit hypotension. These results suggest that ERp44 redox-dependently regulates the intra- or 
extra-cellular localization of ERAP1, which contributes the control of serum angiotensin II level and 
blood pressure.

研究分野：分子生物学

キーワード： 酸化還元

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細胞に感染したウイルスや細菌は、細

胞内のプロテアソームでぺプチドへと

分解され、小胞体内腔に輸送される。ロ

イシンアミノペプチダーゼの一つ

ERAP1 は、小胞体内腔に輸送されたぺ

プ チ ド を さ ら に 消 化 し 、 Major 
histocompatibility complex class I 
(MHC classI)結合性ぺプチドを供給し、

MHC-classI の安定した細胞表面への発

現を促すことが知られている(Elena G. 
2006 Nature Immunology)。しかしなが

ら、ERAP1 は ER 貯留シグナルを持た

ず、如何にして小胞体内腔に ERAP1 が
存在するのか現在まで不明であった。 
 一方、申請者が在籍する研究室では、IP3 受
容体結合タンパク質としてERp44を同定し、
ERp44 が IP3受容体の活性を酸化還元•pH 依
存的に制御することを明らかにしていた
(Cell, 2005)。しかしながら、ERp44 のマウ
ス個体レベルでの役割は明らかでなかった。 
 
２．研究の目的 
 ERp44 の成体マウスにおけるターゲット
分子の解析とマウス個体レベルの表現型(脳
高次機能)の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
ERp44 欠損マウスを C57BL/6 バックグランド
で相同組み換え法を用いて作成した。 
また、C57BL/6 ERp44 へテロマウスを FVB バ
ックグランドの野生型マウスと交配し、F2 
FVB:C57BL6バックグランドのERp44欠損マウ
スを作成した。 
 
４．研究成果 
 C57BL/6 バックグランド ERp44 欠損マウス
は成体に４匹のみが成長し、それ以外のすべ
てのマウスが生後 24 時間以内に死亡した。
そこで、マウスのバックグランドを FVB との
交雑マウスに変えてみることにした。その結
果、ほとんどすべての F2 FVB:C57BL6 バック
グランドの ERp44 欠損マウスが、成体まで成
長した。しかしながら、これらのミックスバ
ックグランドが、行動解析や神経可塑性に影
響する恐れがあるため、ERp44KO マウスの脳
特異的 ERp44KO マウスを作成した。この脳特
異的 ERp44KO マウスに関しては現在解析中で
ある。 
 一方、P0 ERp44 欠損マウス(C57BL/6 およ
び FVB:C57BL6 共に)の腎臓の尿細管の肥大•
尿が少ないことを発見した為、マウスの血圧
を測定した。その結果、野生型マウスに比べ
て低血圧であることが明らかになった(図１
A)。 
 そこで、レニンーアンジオテンシン系の異
常があるかどうか次に検討する事にした。ま
ず、アンジオテンシンの血液中の濃度を測定

した結果、ERp44 欠損マウスの血中アンジオ
テンシン II の濃度が野生型より減少してい
ることを明らかにした（図 1B）。しかしなが
ら、アンジオテンシノーゲンや、レニン、ACE
などの酵素の発現に異常はなかった。 
 次に、アンジオテンシンの血中における安
定性を調べる為に、ERp44 欠損マウスの血清
を用いて合成アンジオテンシン II の分解ア
ッセイをおこなった。その結果、ERp44 欠損
マウスの血清中で、合成アンジオテンシン II 
の分解速度が速いことを明らかにした(図
1C)。以上の結果から、ERp44 は小胞体内腔に
おいて様々な分子を小胞体貯留する機能が
あるため、ERp44 がないことでアンジオテン
シンを分解する酵素が細胞外に分泌されて
いると推定した。実際、血中におけるロイシ
ンアミノペプチダーゼ(LAP)活性が顕著に上
昇している事を明らかにした(図 2A)。 
 その分子を同定する為に、ERp44 の結合タ
ンパク質のスクリーニングを肝臓の抽出液
をもちいて行った。その結果、アミノペプチ
ダーゼの一つ、ERAP1 を ERp44 結合分子とし
て同定した。両者の結合は、酸化還元に依存
していておりジスルフィド結合で結合して
いた（図 2B）。また、HeLa 細胞に強制発現さ
せると両者は小胞体で共局在した。 
 
 

Erp44+/+

Erp44-/-

収
縮
期
血
圧

 (
m

m
 H

g
)

50

100

150

0

**

12 12 ア
ン
ジ
オ
テ
ン
シ
ン

II
 濃
度

 (
n

M
)

*

0

0.3

0.2

0.1

1412

Erp44+/+

Erp44-/-

A B

4

8

12

16

0
0 10 20 30

合
成
ア
ン
ジ
オ
テ
ン
シ
ン
II
の
量

時間 (分 )

Erp44-/-
Erp44+/+

C

図１ ERp44 欠損マウスは血中アンジオテ

ンシン II 濃度が低下して低血圧を呈す 
A：野生型 (Erp44+/+) と ERp44 欠損マウス

(Erp44-/-)の血圧 

B：血液中のアンジオテンシン II の濃度 

C：野生型(Erp44+/+，赤ライン)と ERp44 欠損マ

ウス(Erp44-/-、青ライン)の血清を用いた合成ア

ンジオテンシン II の分解の様子 



 
両者の結合部位を詳細に決めた所、ERp44 の
29 番目の Cysteine と ERAP1 の 475 番目の
Cysteine であった。ERp44 が ERAP1 の小胞体
貯留に果たす役割を明らかにする為に、
ERAP1 と ERp44 を HeLa 細胞に発現させて、細
胞外に分泌される ERAP1 の活性を測定した。
その結果、ERp44 は ERAP1 の細胞外分泌を抑
制することがわかった。また、変異型 ERp44 
(C29S)は、ERAP1 の小胞体貯留能力が低下し
た。一方、変異型 ERAP1(C475S)は、ERp44 に
よる小胞体貯留が減少した。 
 また、ERp44-/-MEF を作成して、細胞外およ
び細胞内に存在する ERAP1 を検出したところ、
野生型 MEF に比較して細胞内の ERAP1 が減少
し、細胞外に分泌された ERAP1 が増加するこ
と が 明 ら か に な っ た (図 3A) 。 ま た 、
ERp44-/-MEF に ERp44 を強発現させるとこの
細胞外への ERAP1 の分泌が抑制された。 
 さらに、ERp44欠損マウスの血中ERAP1が、
野生型マウスよりも増加していることがわ
かった。また、ERAP1 を抗体で除去すると、
ERp44 欠損マウスの血液にみられた LAP 活性
の上昇がなくなり、合成アンジオテンシン II
の分解速度が、野生型の血清と同じになるこ
とがわかった(図 3B)。 
 これらの実験結果より、ERp44 は ERAP1 を
小胞体に貯留しており、ERp44 の欠損は ERAP1 
の細胞外濃度を上昇させ、その結果アンジオ
テンシン II を分解し、低血圧をしめすこと
を示唆することがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 敗血症は細菌が血液中に侵入しておこる
全身性の感染症であり、血圧の急激な低下を
伴うことが知られている。この敗血症時に、
ERp44-ERAP1 の結合がどのように変化するか
をマウスのモデルを用いて調べた。その結果、
ERp44-ERAP1 の結合が増加することがわかっ
た(図 4A)。また、ERp44 を通常の半分しか持
たない ERp44 へテロマウスは、ERAP1 を小胞
体に留める能力が低下して、野生型よりもよ
り大きな血圧低下を示すことがわかった(図
4B)。この結果から、ERp44 は敗血症発症時に
ERAP1 と結合して細胞外への分泌を防ぐ事で、
血圧低下に抑制的に働くことが明らかにな
った。 
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A:  野生型(Erp44+/+)と ERp44 欠損マウス

(Erp44-/-)の血液中の LAP 活性。 
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図 3  S35同位体ラベルした ERAP1 の細胞内

での動態（A）と ERp44 欠損マウスの血清から

ERAP1 を抗体で除去したサンプルを用いたア

ンジオテンシン II の分解アッセイ（B） 
A：野生型の ERAP1 は５時間経っても、細胞内(上

パネル)に検出される。一方、ERp44 欠損細胞では

細胞内の ERAP1 の量は減少し、培養液中（下パネ

ル）に検出されるようになる。矢印は分泌過程で

糖鎖修飾を受けて異なる分子量をもった ERAP1。 

B：ERAP1 を除去する（茶ライン）と野生型マウス

の血清（青ライン）を用いた分解速度と同じにな

る。 
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以上の結果から、ERp44 は、ERAP1 と小胞体
内腔で酸化還元状態に依存して結合してお
り、ERAP1 を小胞体に貯留させることが明ら
かになった。また、その結合がはずれると
ERAP1 は細胞外に分泌されてアンジオテンシ
ン II を分解し、血圧の低下をもたらすこと
が明らかになった(図 5)。 
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